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sTNF a RI 在 大 肠 杆 菌 中 的 表达 水 平 
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摘要 目的 : 通过 优化 PET11b-sTNF a RI 5’ mRNA 翻译 起 始 区 (TIR) 二 级 结构 从 而 提高 可 
溶性 肿瘤 坏死 因子 | 型 受 体 (sSTNF a RI) 在 大 肠 杆 菌 (E coli BL21 DED) 中 的 表达 水 平 。 方 法 : 通 
过 对 PET11b-sTNFa RI mRNA 5’ è% TIR Ro 244494 A h ERARE ADA, itt S| 
物 对 mRNA 5” 翻 译 起 始 区 (TIR) 相应 密码 子 进行 突变 ， 从 而 使 核糖 体 结 合 位 点 〈RBS) 及 起 始 密 
码 子 (AUG) 暴露 于 发 天 结构 之 外 ， 此 外 将 pET11b 核糖 体 结合 位 点 由 GAAGGAGA 突变 为 GAAGAA， 
以 利于 翻译 复合 体 的 组 装 以 及 翻译 起 始 。 通 过 基因 克隆 的 方法 将 5” 端 TIR 区 优化 后 的 序列 与 sSTNF 
a RI 序列 一 起 克隆 到 pET11b RAP, 并 转化 大 肠 杆 菌 BL21 (DE3), 阳性 转化 子 经 IPTG 诱导 表达 ， 
SDS-PAGE 和 Western-blot 检测 。 结果: 通过 对 PET11b-sTNFaRI 5’ TIR mRNA 二 级 结构 优化 ， 经 
SDS-PAGE 和 Western-blot 分 析 表 明 重 组 sTNF aRI 的 表达 水 平 较 优 化 前 提高 50-60%。 结 论 : 通 
过 对 重组 载体 翻译 起 始 区 (TIR) mRNA 序列 的 二 级 结构 优化 可 以 有 效 提高 目的 蛋白 的 表达 水 平 ， 
对 进一步 工业 化 生产 具有 重要 的 应 用 价值 。 
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Increasing the expression level of soluble tumor necrosis factor 
type | based on optimization of secondary structure of mRNA 


5’ terminal TIR 
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(Chengdu Institute of Biological Products Co.,Ltd, Chengdu 610023, China) 


Abstract:Objective : To increase the expression level of soluble tumor necrosis factor type-I 
receptor(sTNFaRDin E.coli BL21(DE3)by optimizing the secondary structure of PET11b-sTNFaRI 
translation initiation region(TIR). Methods: The free energy and nucleotide position entroy of the 
secondary structure of the translational initiation region was analyzed as the first step, and the primers 
were designed to mutate the codons of TIR of the PET11b-sTNFaRI in order to exposure of ribosome 
binding site and start codon to the outside of hairpin structure, in addition to mutating the pET11b 
ribosome binding site from GAAGGAGA to GAAGAA in order to facilitate assembly of the 
translational complex and initiation of translation. The optimized sequence of 5’terminal TIR was cloned 


into PET11b vector and transformed into E.coli BL21(DE3). The positive transformants were induced by 
通讯 作者 ， 电 子 信箱 : chunyang70@gmail.com 


IPTG and analyzed by SDS-PAGE and Western-Blot. Results: SDS-PAGE and Western-blot analysis 
showed that the expression of Recombinant sTNFaRI was increased by 50-60%, after optimizing the 
secondary structure of 5’ terminal TIR of PET11b-sTNFa RI. Conclusion:The optimization of the 
secondary structure of the translation initiation region(TIR)mRNA of recombinant vector can effectively 
increase the expression level of the target protein, which is of great value for further industrialized 
production. 
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肿瘤 坏死 因子 (tumor necrosis factor, TNF) 通过 与 特异 性 细胞 表面 受 体 结合 对 
急 慢 性 炎症 调控 发 挥 着 重要 的 作用 "“。 可 溶性 肿瘤 坏死 因子 受 体 (sTNFa-R) 主要 包 
括 sTNFoRI 和 sTNFoRI 两 种 类 型 ， 是 机 体 自然 产生 的 单 体 片段 ， 它 是 细胞 表面 受 体 
的 胞 外 部 分 ， 在 体内 通过 与 跨 膜 TNF a 或 者 可 溶性 TNF a 结合 降低 TNF 的 生物 学 活性 ， 
从 而 降低 炎 性 反应 。Dalina 等 发 现 TNFo 通 过 激活 TNF-R (主要 是 TNF-RI) 并 借助 一 
系列 细胞 内 反应 激活 NF-kB 的 转录 而 发 挥 作用 ”。 可 溶性 肿瘤 坏死 因子 受 体 II 型 

CSTNF-RII) 融合 蛋白 (Enbrel) 目前 已 用 于 类 风湿 性 关节 炎 的 治疗 OO. AE, Ri 

推断 sTNF-RI 也 具有 潜在 的 临床 应 用 前 景 。 

mRNA 非 编 码 区 以 及 二 级 结构 在 蛋白 翻译 过 程 中 起 着 至 关 重 要 的 作用 。mRNA 5 
翻译 起 始 区 (translation initiation region, TIR) 的 序列 和 结构 决定 蛋白 翻译 起 始 效率 ”。 
TIR 主要 由 四 个 部 分 组 成 : (1) SD 序列 ，(2) 起 始 密码 子 ，(3) SD 序列 和 起 始 密码 
子 之 间 的 序列 ，(4) 增强 子 。 大 量 文献 已 经 报道 ， 优 化 mRNA 的 TIR 区 序列 二 级 结构 
有 利于 控制 并 提高 重组 蛋白 在 大 肠 杆菌 中 的 表达 ""。 

细胞 环境 中 RNA 和 常 折 苇 成 二 级 或 三 级 结构 ， 从 而 影响 RNA 的 降解 以 及 翻译 起 始 等 
lS RNA 二 级 结构 的 分 析 方 法 有 多 种 ， 大 致 可 以 分 为 : 热力 学 模型 ， 同 源 比 对 模型 和 
统计 学 模型 。 在 热力 学 模型 中 , 相关 文献 报道 mRNA 的 TIR 区 二 级 结构 的 自由 能 越 低 越 
容易 起 始 翻译 ,而且 核糖 体位 点 和 起 始 密码 子 处 相对 自由 能 较 高 ， 核 酸 位 置 人 较 低 时 
形成 发 夹 结构 概率 较 低 ， 相 对 应 的 序列 最 优 ””。 

本 实验 旨 在 借助 生物 信息 学 的 分 析 方 法 ,根据 热 力学 模型 分 析 核 酸 序列 的 自由 能 
和 位 置 焙 变 化 情况 得 出 核糖 体 结合 位 点 和 起 始 密码 子 处 形成 发 夹 结构 的 概率 。 优 化 


TIR 区 二 级 结构 从 而 第 选 出 最 优 序 列 ， 通 过 引物 设计 对 mRNA 翻译 起 始 区 CTIR) 序列 
进行 突变 ， 达 到 提高 目的 蛋白 在 大 肠 杆 菌 中 的 表达 水 平 的 目的 。 


1， 材 料 与 方法 
1.1 菌株 与 质粒 

原核 表达 载体 pET11b 购 自 Novagen 公司 ; 宿主 菌 BL21 (DE3) 购 自 Novagen 公司 。 
1. 2 主要 试剂 

DNA polymerase 购 自 Promega 公司 ;T4 DNA ligase 购 自 Promega 公司 ; Wizard SV 
Gel and PCR Clean-up Systerm (A9282) J&A Promega 公司 ; 质粒 小 量 提 取 试 剂 盒 购 
自 天 根 公司 ; Xbal 和 BamHI 购 自 NEB; PEERED AR AR EE OXOID 公司 ;IPTG 
购 自 MERCK 公司 。 
1.3 mRNA 序列 设计 及 二 级 结构 的 分 析 

根据 相关 文献 的 报道 , 设计 了 4 个 mRNA 序列 (rbs1、rbs2、rbs3、rbs4)， 应 用 RNA 
结 构 在 线 分 析 服 务 AT 

( RNAstructure, http://ma.urmce.rochester.edu/RNAstructureWeb/Servers/Predict1/Predict 
1.html) 模拟 mRNA 上 游 以 起 始 密码 子 (AUG) 为 中 心 的 70bp 序列 的 二 级 结构 并 得 出 总 
H 由 fe 。 再 通 过 RNAfold Web Serve W 务 器 
(http://ma.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi) 2) NT tA E RRM BU 

相对 自由 能 的 变化 情况 ， 从 而 获得 核糖 体 结合 位 点 及 起 始 密 码 子 处 形成 发 来 结构 的 概 
率 ， 算 选 出 较 优 的 序列 ， 设 计 相 应 的 引物 ， 对 mRNA 的 TIR 区 序列 进行 突变 。 
1.4 重组 菌株 的 构建 
1.4.1 STNFoRI 基 因 的 合成 及 TIR 区 突变 序列 扩 增 

sTNFoRI 基因 序列 由 invitrogen 公司 合成 。 通 过 PCR 方法 将 TIR 区 突变 序列 引入 
sSTNFoRI 的 5” 端 。PCR 反应 体系 : 模板 lul， 上 下 游 引 物 各 0. 5ul, 10X PCR buffer 
Sul, dNTP lul, Taq DNA RAW lul ， 灭 菌 ddH,041ul1， 共 50ul. PCR 反应 条 件 : 94°C 
预 变性 Amin; 94C 变 性 30s, 58C 退 火 30s, 72C 延 伸 30s, 循环 30 次 ; 72C 延 伸 5min。 
POR 扩 增 产物 经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 分 析 鉴 定 。 
1.4.2 重组 工程 菌 构建 

经 Wizard SV Gel and PCR Clean-up Systerm 回收 PCR 产物 后 ， 用 Xbal 和 BamHI 


将 PCR 产物 和 pET11b 质粒 分 别 进行 双 酶 切 ，37C 反 应 3h 后 加 入 lul 的 CIAP 继续 反 
应 0. 55， 回 收 酶 切 产物 经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴定 。 经 T4 DNA 连接 酶 将 目的 基因 片段 
与 载体 片段 室温 连接 过 夜 , 转化 E.coli DH5a 感受 态 细胞 ， 涂 布 含 100ug/ml REEE 
素 LB 琼脂 平板 ，37'C 培 养 过 夜 ， 挑 取 单 克隆 进行 菌落 PCR 鉴定 ， 筛 选 阳性 克隆 提取 
质粒 进行 双 酶 切 鉴定 ， 并 送 金 唯 智 公司 进行 测序 验证 。 将 测序 正确 的 质粒 转化 大 肠 杆 
BL21(DE3) 感 受 态 细 胞 ， 涂 布 含 100ug/ml PEAY LB 琼脂 平板 筛选 阳性 克隆 甘油 保 
种 ，-80C 保 存 。 
1.5 目的 基因 的 小 量 发 酵 以 及 诱导 表达 

芯 取 少许 重组 甘油 菌 接种 于 含 100ug/ml 的 LB 液体 培养 基 中 ,37'\C，220rpm WK 
活化 。 将 活化 后 的 菌 液 按 1%% 的 接种 量 接种 于 新 鲜 的 含 100ug/ml FRAN FT Be HA) LB 培 
养 基 中 ，37C，260rpm 培养 至 0Diu 约 为 0.8 时， 加 入 终 浓度 0. 25mM/L 的 IPTG 诱导 
3. 5h。 
1.6 sTNFa RI 表达 量 检测 及 分 析 

离心 收集 菌 体 ， 用 等 体积 超 纯 水 重 悬 后 ， 加 入 5X 蛋白 上 样 缓冲 液 ， 涡 旋 混 义 ， 
94C 金 属 浴 Smin, 通过 15% 的 SDS-PAGE 和 western-blot 检测 鉴定 sSTNFaRI 蛋白 表达 
水 平 ， 凝 胶 成 像 系 统 分 析 sTNFaRI 条 带 比例 ， 并 与 优化 前 菌株 对 比 。 
2 aR 
2.1 序列 设计 

设计 四 种 不 同 的 突变 序列 ， 分 别 编号 为 tbs1、rbs2、rbs3、rbs4， 突 变 前 的 序列 标 
WA Ori-sTNF a RI WX 1 所 示 )。 

#1. sTNFa STIR 区 突变 前 和 突变 后 序列 对 比 


Table 1 Comparision of sTNFa5’TIR sequence before and after mutation 


名 称 序列 

Rbs1 UUCCCCUCUAGACUAAUAGAUUAAGGAGG UAGUAAAUGGAUAGCGUGUGUCCGCAGGGUAAAUAUAUUCA 
Rbs2 AUAGGAAGCCCUAUUAAUAGUUAAGGAGGUAGUAGAUGGAUAGCGUGUGUCCGCAGGGUAAAUAUAUUCA 
Rbs3 UAAGGGAGAUUCAAAAUAGCAUAAGGAGGUAAUCGAUGGAUAGCGUGUGUCCGCAGGGUAAAUAUAUUCA 
Rbs4 CCCCUCUAGAGUCAAAUAGAUUAAGGAGGUAUAAAAUGGAUAGCGUGUGUCCGCAGGGUAAAUAUAUUCA 


Ori-sTNF a AUAAUUUUGUUUAACUUUAAGAAGGAGAUAUACAUAUGGAUAGCGUGUGUCCGCAGGGUAAAUAUAUUCA 


RI 
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2. 2 mRNA 二 级 结构 模拟 分 析 
应 用 最 小 自由 能 (Minimum Free Energy, MFE) 法 通过 RNAstructure 模拟 sTNFa 
RI mRNA 5’ TIR 区 以 AUG 为 中 心 的 70bp 核 背 酸 序列 的 二 级 结构 并 得 出 其 总 自由 能 
(Total Free Energy) 并 用 不 同 颜色 标记 不 同 的 碱 基 以 指示 该 位 点 形成 蕉 环 结构 的 概 
率 。 突 变 后 的 四 种 序列 〈 分 别 标记 为 Ros1-4) 以 及 原始 序列 (ori-sTNFaRI) 的 二 级 
结构 预测 结果 如 图 1A-1E 所 示 : 
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图 1: sTNFa RI 5’ TIR 区 二 级 结构 模拟 及 总 自由 能 预测 
Fig.1 Prediction of 5°TIR secondary structure and total free energy of sTNFaRI 

从 图 1 中 可 以 看 出 ， 原 始 序列 图 IE 中 核糖 体 结合 位 点 〈…GAAGGAGA…) 以 及 起 

始 密码 子 〈AUG) 形成 配对 结果 的 概率 均 为 70% -80% (ARE, 参考 IF)。 突 变 后 的 序列 
C1A-1D) 中 核糖 体 结合 位 点 〈…AGGAGG… ) 形成 碱 基 配对 的 概率 ， 除 了 Rbs4 红色) 

配对 概率 明显 高 于 原始 序列 外 ，Rbsl-3 均 低 于 原始 序列 ， 其 中 Rbs1、Rbs2 AUG 暴露 
于 发 夹 结构 外 ， 而 Rbsl 自由 能 小 于 Rbs2， 更 有 利于 翻译 起 始 。 根 据 以 上 分 析 ， 理 论 
上 将 sTNF a RI 上 游 TIR 区 突变 为 Rbsl 序列 最 优 。 
2.3 不 同 序列 的 核 昔 酸 位 置 炉 及 相对 自由 能 分 析 

据 有 关 文 献 报道 ， 仅 通过 最 小 自由 能 法 预测 RNA 二 级 结构 的 准确 率 不 高 ”"”， 本 文 
又 通过 RNAFlod Webserver 网 站 分 析 了 mRNA 5”TIR 区 以 起 始 密码 子 (AUG) 为 中 心 
的 70bp FAIR B H AERIS EREE. WE 2 所 示 : 
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图 2. FR SAAB É eH A De Cie TTT 
Fig.2 Prediction of relative free energy and position entroy 

图 2 综合 最 小 自由 能 法 (mfe)、 基 于 热 动 力学 匹配 (pf 及 质心 法 (centroid) "Xt 

AS TEAK BR FAS To ETB EAT I, PRD AP EE 
(nucleotide positional enropy )。 

HWE, SRR LY RNA RAPA DBC IY, APR DLE BCL 
ALF ABO IN, RBI. RMA CAUG) 位 点 以 及 其 上 游 的 核糖 体 结合 位 
点 CRBS) 处 于 未 配对 状态 ， 最 有 利于 翻译 复合 体 的 组 装 以 及 翻译 的 起 始 ”。 

从 图 2 中 可 以 看 出 , A 图 中 Rbsl 序列 在 核糖 体 结合 位 点 (…AGGAGG… ) JR (EL Si a» 
且 该 位 点 相对 自由 能 较 低 ， 说 明 该 序列 在 核糖 体 结合 位 点 形成 发 夹 结构 的 概率 较 低 

(最 佳 )。 图 2B. 2C, 2D, 2E 中 ，RBS APA Ve BR, El 2D 最 低 ， 说 明 


Rbs4 序列 在 核糖 体 结合 配对 的 概率 最 高 (最 差 )。 

从 图 2 中 起 始 密码 子 (AUG) 位 点 来 看 ，Rbsl 和 Rbs4 序列 在 AUG 位 点 相对 自由 能 
TR, 虽然 紧邻 贷 坏 结构 核酸 位 置 焙 也 较 低 ,但 是 均 未 配对 ( 见 图 1)， 更 有 利于 翻译 
起 始 。 但 是 Rbs4 起 始 密码 子 上 游 核糖 体 结合 位 点 配对 概率 高 ， 不 利于 翻译 复合 体 的 
组 装 。 

综合 以 上 五 种 不 同 序 列 的 相对 自由 能 和 核酸 位 置 炉 的 分 析 结 果 看 ， 预 测 Rbsl 序 


2.4 引物 合成 
引物 由 金 维 智 公司 合成 


#22 PCR 突变 引物 
Table 2 Primers of mutant PCR 


名 称 序列 


Rbsl © GCAACGTCTAGACTAATAGATTAAGGAGGTAGTAAATGGATAGCGT 


Rbs2 GCAACGTCTAGAAACTTTAAGGGAGATTCAAAATAGCATAAGGAGGTAATCGATGGATAGCGT 


Rbs3 GCAACGTCTAGATAGGAAGCCCTATTAATAGTTAAGGAGGTAGTAGATGGATAGCGT 


Rbs4 GCAACGTCTAGAGTCAAATAGATTAAGGAGGTATAAAATGGATAGCGT 


PP6 CGGAGG GGATCCTATTA ATTGAAGCACTGGAACAGG 


2.5 sTNF a RI 基因 扩 增 产物 的 鉴定 

分 别 以 rbs1、rbs2、rbs3、rbs4 所 为 上 游 引 物 ，PP6 作为 下 游 引 物 进 行 PCR 扩 增 
后 ， 用 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 分 析 。 图 3 所 示 的 结果 中 ，rbs1-4 突变 后 的 PCR 扩 增 产物 
中 均 可 见 与 阳性 对 照 条 带 相对 应 的 片段 (长 度 约 330bp)。 
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3 sTNF a RI 基因 PCR 扩 增 产物 电泳 图 
Fig.3 Electrophoretogram of sTNFaRI gene amplified by PCR 
M: DNA marker II ; 1:rbs1+TNFa RI; 2:rbs2+TNFa RI; 3:rbs3+TNFa RI; 4:rbs4+TNFa RI; 5: negative control; 6: 


positive control. 


2.6 重组 pET11b-Rbs1/2/3/4-sTNF a RI 质粒 的 双 酶 切 及 测序 鉴定 

重组 pET11b-Rbs1/2/3/4-sTNFoRI 质粒 经 [5aT、BamH1 双 酶 切 后 ， 用 1% 琼 脂 糖 凝 
胶 电泳 分 析 均 可 见 330bp 左右 的 片段 ， 见 图 4。 经 测序 结果 与 已 知 序列 一 致 ， 表 明 重 
组 pET11b-rbs1/2/3/4-sTNFa RI 质粒 均 构 建成 功 。 


4 重组 质粒 双 酶 切 鉴 定 电泳 图 
Fig.4 Identification of recombinant plasmid by double digestion 
M1: DNA marker IV; 1-4: Recombinant plasmid pET11b-TNFa RI-rbs1/2/3/4 digest by Xbal+BamHI; M2: DNA marker 
II 


2.7 重组 sTNFa RI 蛋白 在 BL21 (DE3) 细胞 中 表达 产物 的 鉴定 及 表达 量 对 比 
将 小 量 发 酵 的 菌 液 离 心 后 收集 菌 体 进行 4-20% 梯 度 SDS-PAGE 和 Western-blot 检 
W (如 图 5 Pras), ， 可 见 经 TIR 区 突变 后 的 pET11b-rbsl-sTNFa RIBL21(DE3) 的 菌株 


sTNFoRI 分子量 为 12. 9KDa) 表达 量 最 高 ， 与 预测 结果 一 致 。 
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5 (A) 小 试 诱 导 表 达 SDS-PAGE 电泳 分 析 (B)Western-blot 分 析 
Fig.5 Analysis expression level of sTNFaRI by (A)SDS-PAGE and (B)Western-blot 
M: Marker; 1-4:Expression level of sSTNFaRI by pET11b-rbs1/2/3/4-sTNFa RI/BL21(DE3); 5: pET11b-TNFa RI/BL21 
(DE3) (no reduce); 6: Expression level of STNFaRI by pET11b-TNFa RI/BL21 (DE3) (before mutation) 
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6: Image Lab 4. 0 软件 分 析 图 
Fig.6 Image Lab 4.0 software analysis 
line 2-5: Analysis of expression level of pET11b-rbs1/2/3/4-sTNFa RI/BL21(DE3)induced by IPTG; line 6: 
pET11b-TNFa RI/BL21 (DE3) (no reduce); line 7: pET11b-TNFa RI/BL21 (DE3) induced by IPTG (before mutation). 


经 Image Lab 4. 0 分 析 不 同 序列 突变 后 重组 工程 菌 诱导 表达 后 的 sSTNFoRI 条 带 百 
分 比 〈 如 图 6 Aras) 可 见 ， 优 化 后 的 rbsl 序列 表达 水 平 明显 提高 〈 如 图 7 所 示 )。 经 
计算 ， 比 优化 前 表达 量 提 高 约 58. 4%。 


sTNFaRI 表 达 量 (%) 


25 4 
20 4 
15 + 
10 4 
5 4 
0 


J 
rbs1 rbs2 rbs3 rbs4 re Ori-sTNFaRI 


7. sTNF a RI 表达 量 对 比 


Fig.7 Comparision of expression level of sTNFaRI 


3 讨论 

类 似 于 TNFoRI 重组 蛋白 (Enbrel), TNFoRI 重组 蛋白 在 临床 上 也 可 用 于 自身 
性 免疫 疾病 如 银 眉 病 、 类 风湿 性 关节 炎 等 的 治疗 ”。 目 前 大 约 有 30% 治 疗 性 的 重组 蛋 
白 是 通过 大 肠 杆菌 (E. coli) 表达 生产 的 ”。 外 源 蛋 白 在 E coli 中 的 表达 水 平 直接 
影响 到 下 游 工艺 以 及 生产 成 本 ， 在 产品 开发 工程 中 是 一 个 非常 重要 的 因素 。 

影响 外 源 蛋 白 在 大 肠 杆 菌 表达 体系 中 表达 量 的 因素 很 多 。 如 : 密码 子 的 偏好 性 ， 
启动 子 的 强 弱 , mRNA 的 稳定 性 及 其 二 级 结构 ,翻译 终止 信号 等 等 ””。 本 文 主要 对 mRNA 
翻译 起 始 区 序列 及 其 二 级 结构 对 TNF a RI 表达 量 的 影响 做 了 探讨 。 

本 实验 通过 设计 不 同 引物 来 改变 mRNA TIR 区 序列 ， 从 而 改变 mRNA 二 级 结构 中 发 
夹 结构 的 位 置 和 长 度 ， 进 而 改变 mRNA IA ARE AURA, Wok SSI) TNFa RI 表达 量 
的 目的 。 结 果 表明 : 当 TNFa RI 的 mRNA 5’TIR 区 总 自由 能 最 低 且 核糖 体 结 合 位 点 
和 起 始 密码 子 形成 发 夹 结 构 概 率 更 低 时 更 有 利于 TNFa RI 蛋白 翻译 起 始 , 进而 有 利于 
提高 TNF a RI 包涵 体 表达 量 。TIR 区 序列 优化 后 ，sSTNFaRI 包 涵 体 表达 量 较 优 化 前 提 
高 58. 4%。 

本 研究 通过 对 目的 基因 的 mRNA 5” 端 TIR 二 级 结构 的 优化 ， 提 高 了 sTNFoRI 在 
大 肠 杆菌 中 的 表达 水 平 , 为 下 一 步 针 对 TNF 靶 标 的 新 药 开 发 打下 了 和 良好 的 基础 。 同 时 ， 
也 为 重组 蛋白 表达 水 平 的 提高 提供 了 新 思路 和 新 策略 。 
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